UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

E.A.P. DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Propagacion in vitro de Ismene amancaes (R.&P.)

Herbert ""Amancay'" (Amaryllidaceae)

TESIS
para optar el Titulo Profesional de Bidlogo con Mencidén en Biologia Celular y

Genética

AUTOR

Edisson Pedro Pascual Mendoza

Lima-Peru
2007



A mis padres Pedro Pascual y Rosa Mendoza

por el apoyo brindado en todo momento.



AGRADECIMIENTOS

A mi asesora Blga. M. Sc. Mery Suni Ninataype, responsable del Laboratorio de
Fisiologia Vegetal, por su apoyo incondicional y consejos para la realizacion del

presente trabajo.

A mis colegas y amigos del Laboratorio de Fisiologia Vegetal, Gabriel, Giovana,
Enoc, Noema, Boris; personas que de una u otra manera me apoyaron en la

realizacion de la tesis y también por sus consejos.

Al profesor Biologo Rolando Estrada Jiménez, responsable del Laboratorio de
Recursos Genéticos y Biotecnologia, por su amistad y apoyo incondicional para
la realizacién de la tesis. Asimismo al profesor Bidlogo Héctor Sanchez

Sotomayor, por su amistad, apoyo y consejos brindados.

A mis amigos del Laboratorio de Recursos Genéticos y Biotecnologia, Mariela,
Ibeth, Jessica, Arturo, Alex, Edwin, Marielena, Alejandro, Dino, Isaac, Gianina,
Jhoel que en paz descanse y muchos mas con quienes comparti buenos
momentos en el laboratorio, tanto antes como después de la realizacion de la

tesis.

A todas las personas de la ONG PRODENA-Arequipa por su apoyo Yy

financiamiento de la Tesis.

Por ultimo agradecer al personal de la Facultad, estamos hablando del sefior
Luis Ulloa, Armando, Cora y demas por sus apoyos en algunas etapas del

proceso de la tesis, ademas de brindarme su amistad.

ii



ANA

BAP

CA

Medio MS
Mg/L
NaOCI
KOH

ABREVIATURAS

Acido naftaleno acético

Bencil amino purina

Carbon activado

Medio béasico de cultivo Murashigue y Skoog
Miligramos por litro

Hipoclorito de sodio

Hidroxido de potasio



CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS. ... ... i
RESUMEN. ... e e eeens Vi
AB ST R A CT ... e vii
I INTRODUGCCION. ..ottt 1
IL ANTECEDENTES. ... .o e 3
2.1, Resena histOriCa........cooui i 3
2.2. Ubicacion taXxonOmiCa.........oueiiiiiiiiiiiee e 4
2.3. Distribucion y situacion actual.............cooiiiiiiiiii e 5
2.4. Caracteristicas morfolégicas y fenolégicas...........cooveveiiiiiiiiinnn. 6
2.5. EStUdIOS reCieNtesS... ... 8
2.6. Propagacion Natural............o.oeieiiiiiiii e 8
2.7. MiCropropagacCiOn............e.cuieuieee e 9
2.7.1. Organogeénesis direCta.........ououiuiiiiiii i 11
2.7.2. Micropropagacion de Monocotiledoneas............cccceeieiiiiiiiinannn.. 11
M- MATERIAL Y METODOS.........oooiiiiiiiiiiieeee e 13
3.1, Lugarde EJeCUCION........oveeeiee e 13
3.2. Material BiolOQICO. ... .ueneiiiii e 13
3.3, MALOUOS. .. e 13
3.3.1. Desinfeccion y caracteristicas del material biolégico...................... 14
3.3.2. Obtencion del explante............oveiiiiiiii 14
3.3.3. Efecto de la luz y de los tratamientos hormonales sobre la
regeneracion de BUIbIllOS. ... 15
3.3.4. Disefno experimental............cooeiiiiiiiiii e 16
IV. RESULTADOS. ... ..o e e 17
4.1. Caracteristicas y desinfeccion del material biologico.................... 17
4.2. Caracteristicas de la formacién de bulbillos sobre los explantes......18



4.3. Efecto de la luz y de los tratamientos hormonales sobre la

regeneracion de bulbillos (formacién de bulbillos sobre los

EXPIANTES) ..t 19

4.3.1. Primer EXperimento.........cc.ouiiiiiiiiiie e 19
4.3.2. Segundo EXperimento.........coouvuiuiiiiii 19
4.3.3. Tercer EXperimento. ... ...c.vuiiiiiiiiie e 21
V. DISCUSION.......coiiiiiiiiii ettt 22
5.1, DeSinfeCCiON. .. ..o 22
5.2. Formacion de bulbillos sobre los explantes.............cccoovviiiianin. 23

5.3. Efecto de la luz y de los tratamientos hormonales sobre la

regeneracion de bulbilloS...........ooveiiiiiiii 24
o b= e (o ] gl 11 24
-Tratamientos hormoNales. .....oovveee o 25
VI, CONCLUSIONES . ... e 27
VII. RECOMENDACIONES . ... e, 28
VIIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .......ooovieee e 29

DX, ANEXOS . ..o 36



RESUMEN

Ismene amancaes (Amaryllidaceae) es una planta endémica de las Lomas de
Lima con alto potencial ornamental e importancia histérica y botanica, que se
encuentra amenazada por la destruccion de su habitat natural; lo cual hace
urgente tomar medidas para su conservacion. Se ha evaluado métodos para su
propagacién natural los cuales proveen una baja tasa de multiplicacion. Por ello
el objetivo de esta investigacién fue desarrollar un método que permita la
micropropagacion de /. amancaes como una alternativa para su conservacion.
Se colectaron bulbos de las Lomas del Santuario de Amancaes (Pachacamac).
Se obtuvieron explantes (doble escamado) que fueron mantenidos en tubos
con medio basico de cultivo Murashigue & Skoog, suplementado con azucar al
3%, 0.5% de carboén activado y 4 niveles de acido naftaleno acético (0; 0,5; 1,0
y 1,5 mg/L) con 4 niveles de bencil amino purina (0; 5; 10 Y 15 mg/L), se ajusto
el pH a 5,7 incubandose en dos ambientes: oscuridad total y luz (fotoperiodo de
16 horas diarias) con 25° C de temperatura. Se obtuvo exitosamente plantulas
in vitro (bulbillos) de /. amancaes, observdndose de uno a tres bulbillos por
explante. El rango 6ptimo de ANA para la micropropagacion del amancay fue
0,0 a 0,5 mg/L combinados con BAP de 0,0 a 5,0 mg/L. La luz no incrementé la
induccién de bulbillos. No fue necesaria la induccién de raices para el

establecimiento de bulbillos en invernadero.

Palabras clave: I/smene amancaes, propagacion in vitro, organogénesis,

Lomas, doble escamado.

vi



ABSTRACT

Ismene amancaes (Amaryllidaceae) is a endemic plant of Lomas in Lima. Very
little is known about the natural propagation. It provide a slow rate of
multiplication. The objetive of this research was to develop one methodology
that permit to multiply /. amancaes as alternative for conservation. Bulbs were
collects in “Santuario de Amancaes” lomas (Pachacamac). Explants (twin
scales) were cultured on tubes with culture medium supplemented with 3%
sucrose, 0,5% charcoal actived and 4 levels of ANA (0; 0,5; 1,0 and 1,5 mg/L)
with 4 levels of BAP (0; 5; 10 and 15 mg/L), pH 5,7. It was incubated in two
environment: dark and light (16 hour light/8 hour dark photoperiod). .
amancaes in vitro plantlets (bulblets) were obtained successfully, showing 1 — 3
bulblets by explants. Optimal status from ANA for micropropagation was 0,0 to
0,5 mg/L combined with BAP 0,0 to 5,0 mg/L. Bulblets induction were not
increase by ligth. Root induction was not necesary for  glasshouse

establishment.

Key words: /smene amancaes, in vitro propagation, organogenesis, Lomas,

twin scale.
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I.-INTRODUCCION

Ismene amancaes (R.&P.) Herbert “amancay” planta caracteristica de las
lomas costaneras ha sido muy apreciado desde el pasado debido a la belleza
de su flor, su color, tamano grande, forma y fragancia. Durante la fiesta de San
Juan en el mes de Junio, la aristocracia limefia y el pueblo visitaban las
Pampas de Amancaes, ubicada al pie de las Lomas de Amancaes, en el distrito
del Rimac (Herrera, 1940) y se engalanaban adornandose con las bellas flores
de amancaes. A la fecha no se tiene registro de dichas Pampas, inclusive la
parte correspondiente al habitat del amancay en las Lomas ha desaparecido
por la expansion urbana (Cuya & Sanchez, 1991; Cano et al., 2002). De modo
que en la actualidad esta especie se encuentra principalmente desarrollandose

de manera natural en las lomas del sur de Lima.

Se estima que la planta florece entre los 5 a 7 afos. Su Unico medio de
propagacién natural es por semilla produciendo hasta 13 semillas por flor.
Asimismo produce 7 (Suni et al., 2001; Aglero & Suni, 1999) y en algunos
casos 13 (observacién personal) flores por planta, dependiendo del tamano del
bulbo. Ademas no todas las semillas culminan con el desarrollo de bulbillos ya
que sufren el ataque de roedores e insectos quienes se alimentan de las
semillas y de los bulbos. Inclusive cambios climaticos como los ocasionados
por el Evento del Nifio afectan negativamente el proceso de la floraciéon y
fructificacién, bajando la tasa de propagacién. Se estima que sélo el 30% de
las plantas florecen bajo estas condiciones (Aglero & Suni, 1999). También la

actividad extractiva del poblador de las zonas aledanas a las Lomas o los



visitantes quienes la recolectan por la belleza de su flor, asi mismo el pastoreo,
la expansidon de las zonas urbanas y extensién de la agricultura, han
ocasionado en los ultimos afios una disminucion de su area de distribucién y
nuamero de individuos en su medio ambiente natural lo cual ha llevado ha
considerarla como una especie vulnerable por el INRENA mediante Decreto
Supremo N° 043-2006-AG.

Esta situacibn de amenaza y riesgo para esta importante especie hace
necesario y urgente desarrollar técnicas que permitan la propagacion rapida
para su proteccién adecuada. Es por ello que en el presente trabajo se propone
realizar estudios de multiplicacion rapida mediante técnicas de cultivo in vitro
(micropropagacion o propagacion in vitro) de la especie lo cual ha de permitir
en primer lugar contar con bulbillos que sirvan para el repoblamiento de las
lomas donde se ha depredado y reducido su poblacién. Asimismo permitira
contar con material para otros estudios de investigacion posteriores, por

ejemplo de mejoramiento genético de la especie.

Objetivo general:

- Propagacion in vitro de la especie Ismene amancaes (R.&P.) Herbert

mediante el sistema de organogénesis directa.

Objetivos especificos:
- Introduccion de la especie Ismene amancaes a sistemas de cultivo in
vitro.
- Determinar las condiciones 6ptimas para la regeneracion de Ismene
amancaes: necesidad del factor luz, niveles de acido naftaleno acético y

de bencil amino purina.



Il. ANTECEDENTES

2.1. Resena histérica

Ismene amancaes (R.&P.) Herbert es una planta herbacea, con bulbo perenne
el cual era muy apreciado desde tiempos prehispanicos. Herrera (1940),
menciona que asi como la cantuta (Cantua buxifolia Juss), fue considerada flor
ornamental por excelencia en la época del imperio incaico y hoy es reconocida
oficialmente como flor nacional peruana; asimismo en los dominios del sefiorio
de Cusimancu, que se asentaba en el fértil valle del Rimac, tuvo igual
importancia el Amancay que adornaba con sus flores amarillas y fragantes las
colinas préximas a la ciudad de Lima. Su aparicidbn ocurria en medio de un
paisaje desolado y semidesértico, con las primeras garuas que se presentaban

en la estacién de invierno.

La gran estimacion que tenia la poblacién de Lima a esta flor se ve manifestada
durante la fiesta de amancaes que se realizaba cada 24 de Junio en la zona de
las Pampas de Amancaes y donde se hacia encuentros de grupos artisticos,
grandes meriendas, bailes al aire libre y donde la gente de todas las clases
sociales se engalanaba y retornaba casi cubierto de las flores de amancaes

(Reyes, 2000).

A partir de la década de los sesenta del siglo XX, la migracion poblacional ha
originado un crecimiento exponencial de la poblacién limefia y la aparicién de

asentamientos humanos, razén por lo que se ha deteriorado las pampas,



cerros y quebradas de lo que conformaba en su conjunto las Lomas de

Amancaes (Aguero, 2002).

Hoy en dia la tradicional fiesta de amancaes queda solo en el recuerdo de los
antiguos limefios y lo que era la pampa de amancaes no existe, borrando de

esta manera la existencia del amancay en este lugar.

2.2. Ubicacion taxonémica

Ismene amancaes (R.&P.) Herbert fue colectada por primera vez con fines
cientificos por los botanicos espanoles Hipdlito Ruiz y José Pavdn, miembros
de la expedicion botanica enviada al Peru por el gobierno de Carlos Il de

Espana a finales del siglo XVIII.

Esta especie se ha registrado bajo nombre genéricos distintos: primero
Pancratium amancaes, posteriormente Ismene amancaes y finalmente
Hymenocallis amancaes (R. & P.) Nichols. En la actualidad esta especie se
encuentra reportado como Ismene amancaes (R. & P.) en “Catalogue of the
Flowering Plants and Gymnosperms of Perd” (1993) de Brako & Zarucchi.

De acuerdo al Sistema de Engler y Prantl, modificado por Wederman (1964) se

le ubica como sigue:

Division : Angiospermae

Clase : Monocotyledoneae

Orden : Liliales

Familia : Amaryllidaceae

Género : Ismene

Especie : Ismene amancaes (R. & P.) Herbert



A Ismene amancaes se le conoce con los siguientes nombres vulgares:
amanca, amancaes, amancay, flor de amancaes, amancaes, janancai(y),

jamanackai y lirio de amancaes (Soukup, 1993).

2.3. Distribucion y situacién actual

El amancay es un componente caracteristico del ecosistema denominado
Lomas que corresponde a la Ecorregion del Desierto del Pacifico (Brack,
2000). Esta especie es endémica de la costa central de Peru y su presencia es
dependiente de la alta humedad ambiental que se presenta en los meses de
invierno en la costa Peruana, desde Cerro Campana, en Trujillo hasta Tacna

(Aguero, 2002).

Agulero (2002) hace una aproximacion de la actual distribucién del amancay el
cual comprende las lomas de los departamentos de La Libertad, Ancash y
Lima, siendo este ultimo departamento donde se le ha reportado en varias

Lomas (Lachay, Carabayllo, Amancaes, Manzano, Lurin, Pachacamac y Asia).

Asi mismo Aguero (2002) menciona que las lomas de la Reserva Nacional de
Lachay (ubicada dentro de la provincia de Huaura) es la Unica area natural
protegida para la especie, mientras que las otras lomas, donde se encuentra
todavia el amancay se encuentran deterioradas y corren el peligro de
desaparecer debido a la reduccién de sus areas naturales por actividades
antropogénicas como son la explotacion del subsuelo (cementeras),
sobrepastoreo del ganado de las comunidades, la expansién urbana y el uso

de estos suelos para la agricultura; por lo que si las autoridades competentes



no hacen ninguna gestioén para el estudio técnico y proteccién de las lomas, el

amancay Yy la vegetacion asociada a su habitat corren el riesgo de desaparecer.

Las asociaciones civiles, ONGs ambientalistas y la empresa privada pueden
apoyar para impedir que desaparezcan estas areas naturales. Un buen ejemplo
es el “Santuario de Amancay” el cual es un area protegida de caracter privado
que se cred con el fin de recuperar el amancay y la vegetacién de lomas. Este
santuario ubicado al Noreste de Pachacamac no sélo realiza estudios
ecologicos y cientificos, sino que busca inculcar en la gente la pasion por las

plantas, el culto al campo y a la vida.

Lamentablemente el amancay ha desaparecido en las Lomas de Amancaes
(ubicada en el distrito del Rimac) debido a la expansién humana, la cual ha
ocupado el habitat donde se desarrollaba. Sin embargo queda parte de estas
Lomas por lo que la Municipalidad del Rimac deberia gestionar un estudio
técnico, declarar area protegida y repoblar el amancay en las Lomas que llevan

su nombre.

2.4. Caracteristicas morfoldgicas y fenolégicas

El amancay como toda especie bulbosa tunicada presenta una estructura
compacta subterranea, denominada bulbo, el cual consiste en una o mas
yemas rodeadas de hojas gruesas y carnosas a modo de escamas, los cuales
nacen de un tallo muy corto en forma de un disco, denominado disco basal. Asi

mismo de la parte inferior de este disco basal nacen las raices que son



cilindricas, de color blanquecino, con pliegues transversales pocos perceptibles

(observacién personal, 2004)

La flor, segun Velarde (1947), presenta una paracorola estaminal vistosa de
tamarno variable de donde nacen los filamentos doblados en posicion introrsa.
El fruto es una capsula trilocular con semillas esféricas mas o menos grandes,
jugosas y de color verde por la presencia de una capa de células clorofilianas,
asimiladoras. Sus 6vulos (generalmente menos de 10 en cada léculo) son
ascendentes, de color blanquecino y ubicado casi siempre en la parte inferior

de la interseccion de los tres tabiques.

Segun Hartmann & Kester (1995) el crecimiento de un bulbo presenta dos
fases: una fase vegetativa, en la cual el bulbillo crece hasta llegar al tamano
adulto donde comienza a florecer y otra fase reproductiva, donde se induce a
su primera floracién con el desarrollo de un tallo floral (escapo) que sale del
centro del bulbo y sosteniendo las flores a varios centimetros sobre el nivel del

suelo.

Especificamente el amancay inicia rapidamente su desarrollo con el inicio del
periodo de vegetacion de Lomas y completa su ciclo, es decir su desarrollo
vegetativo y reproductivo (floracion, fructificacion, produccion de semillas,
germinacion hasta el desarrollo del bulbillo) durante dicho periodo de humedad,
mostrando una alta especializacion a las condiciones medio ambientales

(observacion personal, 2004).



Segun Traub (1963), esta especie presenta un numero cromosoémico de 46 (2n)
sonriendo los cromosomas de tamafno grande. Asi mismo Guevara et al. (2003)
menciona que muestras de esta especie colectadas en periodo de Lomas

presenta numerosos nucleolos asociado a la alta actividad de trascripcion.

2.5. Estudios recientes

A pesar de la importancia de esta especie son escasos los estudios realizados.
Aguero (2002) estudié el efecto de la humedad edafica y propagacion de esta
especie bajo condiciones naturales (Lomas de Lachay) y en invernadero. Suni
et al., (2001) evalu6 la respuesta de la especie bajo condiciones de cultivo,
obteniéndose resultados similares o mejores a los obtenidos bajo condiciones
naturales.

Sin embargo, falta mucho por conocer en esta especie. En primer lugar se
deberia obtener métodos de propagacion efectiva a fin de asegurar la
conservacion de la especie, repoblando en los ambientes donde su poblacién
es escasa O ausente y poder contar con material para realizar mas
investigaciones. Asi también se deberia determinar los factores externos que
regulan la floracion, el desarrollo del bulbo, inclusive los factores genéticos
implicados en estos procesos. Esto permitird explotar su potencialidad

econdémica como planta ornamental (Le Nard & De Hertogh, 2002).

2.6. Propagacion natural
El amancay presenta como Unico medio de propagacion natural sus semillas,
las cuales son producidas anualmente en la época de lomas. Las semillas

maduras producidas caen al suelo pero no todas germinan. No se ha podido



observar el desarrollo de hijuelos en la base del bulbo madre para esta
especie, mientras que para otras bulbosas ornamentales esto se desarrolla de
manera natural, ejemplo de esto son los narcisos, los amarilis. Asi mismo, el
manejo de su propagacion vegetativa por divisién del bulbo (estaca de bulbo)
permite la obtencién de un nimero relativamente bajo de bulbillos es decir de 4
a 16 bulbillos por bulbo (Agtero, 2002). Esta baja tasa de propagacién podria
mejorarse enormemente mediante las técnicas de cultivo de tejidos que
presentan asimismo multiples ventajas. Asi, la micropropagacion ha resultado
una excelente alternativa a la propagacion convencional. De esta manera se ha
obtenido buenos resultados para muchas especies de bulbo, comerciales y
algunas especies amenazadas como Narcissus, Lilium, Crinum, Hyacinthus y
Amayllis (Steinitz & Yahel, 1982; Chang et al., 2000; Ulrich et al., 1999; Kim et

al., 1981; De Bruyn et al., 1992).

2.7. Micropropagacion

La micropropagacion consiste en producir plantas a partir de porciones muy
pequenas de ellas (explantes), de tejidos o células cultivadas asépticamente en
un tubo de ensayo o en otro recipiente en que se puedan controlar
estrictamente las condiciones nutricionales y ambientales (Hartmann & Kester,

1995).

El término micropropagacion fue usado por primera vez en 1968 por Hartmann
& Kester en su conocido libro, Propagacion de Plantas, para designar
“cualquier” proceso aséptico que comprenda la manipulacion, en las plantas, de

organos, tejidos o células que produzcan poblaciones de plantulas y que



permitan el desvio tanto del proceso sexual normal como de la propagacién

vegetativa no aséptica que se practica convencionalmente.

Actualmente la micropropagacion es considerado como término general para
designar varias de las técnicas utilizada en la multiplicacion in vitro, entre ellas
tenemos el cultivo de meristemas, apices caulinares y yemas axilares; la
organogénesis directa, la organogénesis indirecta, la embriogénesis somatica,

el microinjerto, el cultivo de embriones y esporas, etc. (Roca, 1991).

La micropropagacion se practica con éxito en especies horticolas (Murashige,
1978), ornamentales (Hugues, 1981) y méas recientemente en especies lefiosas
(Thorpe, 1983). En algunas especies, esta metodologia ha mostrado
importantes ventajas en comparacion con los sistemas convencionales de

propagacion, siendo las mas importantes:

- Incremento acelerado del numero de plantas derivadas por genotipos.

- Reduccién del tiempo de multiplicacion.

- Posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una superficie
reducida, a bajos costos y en corto tiempo.

- Mayor control de la calidad sanitaria del material que se propaga.

- Facilidad para transportar el material in vitro de un pais a otro, con menos
restricciones aduaneras.

- Posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual solo existan

pocos individuos.
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2.7.1. Organogénesis directa

La organogénesis directa comprende la formacion de brotes adventicios o de
raiz a partir de los explantes, sin la formacion de callo. Los érganos o partes de
planta que contienen rudimentos de yemas o que tiene un potencial para la

produccion de meristemas adventicios son usados para organogénesis directa.

Después de las primeras observaciones sobre la formacion de raices
adventicias (White, 1939) y de raices principales (Nobecourt, 1939) en cultivos
de tejidos, Skoog (1944) demostré el efecto estimulante de la auxinas en la

formacién de raices y su efecto inhibidor en la formacién de yemas.

Posteriormente el hallazgo del factor que promovia la divisién celular en
preparaciones degradadas de ADN, identificado como cinetina (Miller et al.,
1955), condujo al estudio realizado por Skoog & Miller (1957), en el que se
demostré la importancia de las proporciones de auxina : citocinina en la
determinacion de la respuesta morfogenética in vitro. Una proporcidén alta de
auxina comparada con la de citocinina favorecia la formacién de raices,
mientras una proporcién baja favorecia la formacién de yemas. Esto sugirié que
el balance de ciertos factores (reguladores de crecimiento) afectaria el proceso
de diferenciacién y resulté ser la base para el desarrollo de un medio definido

de organogénesis in vitro.

2.7.2. Micropropagacion de monocotiledéoneas

Las monocotiledoneas fueron consideradas por mucho tiempo como material

de dificil manejo in vitro, sin embargo dentro de las Ultimas décadas un

11



incremento en el numero de las monocotiledoneas ha sido exitosamente
cultivados (Zaidi et al., 2000). La mayoria de los bulbos y cormos
pertenecientes a las lilidceas, iridaceas y amariliddceas son consideradas como
especies con lenta propagacion natural. Estos bulbos y cormos son las
mayores flores de cultivo en muchos paises como Holanda, Reino Unido,
Estados Unidos y Japdn al igual que muchas especies endémicas que estan en
peligro de extincién por la sobreexplotacion y la expansién de la poblacién
humana. Ante estos problemas, la tecnologia de cultivo de tejido influy6
grandemente la demanda de rapida multiplicacién y la propagacion clonal de

monocotiledéneas de crecimiento lento y en peligro de extincion.

La utilizacién de porciones subterrdneas de monocotiledoneas ornamentales
fue introducida por Stone & Holling en 1970. Stone en 1973 introdujo la técnica
de produccion de estacas de bulbo. Los bulbos son parcialmente dividido en 8
a 16 piezas y enterrados dentro de bolsas de polietieno con suelo.
Posteriormente el suelo fue remplazado por medio de cultivo para la
propagacion in vitro. La técnica mas avanzada denominada doble escamado
(twin scaling) fue desarrollado para la propagacion de Hippeastrum, Narcissus
y otras amarilidaceas. De un bulbo grande se obtuvo de 30 a 60 explantes
doble escamado. Cada doble escamado consistié de dos piezas de escamas
unidas por una pequeia pieza de la placa basal. Esta técnica ha sido util para
un amplio rango de amarilidaceas, iridaceas vy liliaceas, debido a que no tienen
problemas de propagulos anormales como si lo obtienen otras técnicas de
propagacién que pasan por un estadio previo de formacién de callo (Hussey,

1982).
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ll.-MATERIAL Y METODOS

3.1. Lugar de Ejecucion

El presente estudio se llevd a cabo en los ambientes del Laboratorio de
Fisiologia Vegetal y del Laboratorio de Recursos Genéticos y Biotecnologia de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos para la micropropagacion.

3.2. Material Bioldgico
Los bulbos de amancay fueron colectados del Santuario de Amancay, area
protegida de caracter privado, ubicada a 6 Km al Noreste del pueblo de

Pachacamac en la quebrada de Rio Seco (figura 1y 2).

Se realizaron tres experimentos los cuales fueron llevados a cabo en los
meses de marzo, abril y setiembre: Los bulbos utilizados en cada experimento
tenian caracteristicas similares. La identificacion de los bulbos (figura 3) fue
realizada por especialistas del Santuario de Amancay y de la Facultad de

Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

3.3. Métodos

Para la propagacion in vitro del amancay se utilizé6 uno de los métodos mas
conocidos para especies bulbosas de la familia de las Amarilidaceas,
denominada organogénesis somatica directa o induccién directa de brotes
adventicios. Los explantes utilizados en este método consistian en dos
pequenas porciones de catéfilos unidas por una pequefa porcion de la placa

basal denominado escamado doble (en inglés, twin scale).
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3.3.1 Desinfeccion y caracteristicas del material biologico
Los bulbos colectados fueron llevados al laboratorio donde se procedié a

limpiarlos, pesarlos y medirlos antes de su desinfeccion.

Durante su desinfeccion se retir6 las raices y las escamas exteriores secas
denominada en su conjunto “tUnica”. Se enjuagd con abundante agua de cafo
y se les introdujo a la camara de flujo laminar. Alli se descart6 los dos tercios
superiores de cada uno de los bulbos, utilizando sélo el tercio inferior de cada
uno de los bulbos el cual contenia la placa basal (figura 4 y 5). Este tercio del
bulbo se desinfectdé de la siguiente manera: inmersién en alcohol al 70% por
un minuto, inmersion en lejia comercial al 2,6 6 4% por 15 6 30 minutos segun
cada experimento. Posteriormente se enjuagd con agua destilada estéril tres

veces.

3.3.2 Obtencidn del explante

Con la ayuda de una pinza y bisturi, el tercio inferior del bulbo fue dividido
longitudinalmente en cuatro partes. De cada cuarta se obtuvo los explantes, los
cuales consistieron en 2 escamas de un centimetro cuadrado
aproximadamente cada una, unidas por un pequefio segmento de la placa
basal (escamado doble), ver figura 6. Los explantes fueron colocados en tubos
de ensayo con la porcion de la placa basal introducida en el medio de cultivo

(figura 7).
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3.3.3 Evaluacion del efecto de la luz y de los tratamientos hormonales
sobre la regeneracion de bulbillos

Con el fin de observar el efecto de las hormonas vegetales y de luz en los tres
experimentos se utilizé6 un medio base de cultivo in vitro, constituido por sales
minerales y vitaminas de Murashigue y Skoog (MS), azucar 30g/L, agar 8g/L y

carbon activado 5 g/L.

Este medio de cultivo se complementé con dos hormonas vegetales, una
auxina (acido naftaleno acético: ANA) en concentraciones de 0; 0,5; 1;y 1,5
mg/L; y una citocinina (6-Bencilamino purina: BAP) en concentraciones de 0; 5;
10 y 15 mg/L (Cuadro 1). Se ajustd el pH del medio de cultivo a 5,7 con KOH,
se dispensaron 10 mL del medio de cultivo en tubos de ensayo (25 x 150 mm)
y autoclavdé por 20 minutos. Posteriormente los medios de cultivo fueron

llevados a un cuarto de crecimiento a 24 +/- 1 °C hasta su utilizacion.

El mismo procedimiento antes descrito fue seguido para observar el efecto de
la luz (fotoperiodo 16 horas diarias y oscuridad continua) en la regeneracion de

bulbillos.

Todo el material del experimento fueron mantenidos en un cuarto de
crecimiento con dos ambientes: una en oscuridad total y la otra iluminada, con
un fotoperiodo de 16 horas diarias provisto por fluorescente luz dia y a 3 Klux

de luminosidad.

La evaluacién se realiz6 semanalmente hasta la quinta semanas.
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3.3.4 Diseio experimental

Los factores a evaluar fueron: tratamientos hormonales y luz.

Para evaluar el factor hormonal se utilizé un disefio completamente al azar con
arreglo factorial 4 x 4 (cuatro dosis de ANA combinada con cuatro dosis de
BAP) con 10 repeticiones, conformando 160 unidades experimentales (UE),
cada uno, con un explante. Asimismo esta combinacién hormonal (160 UE) se
repitio para evaluar el factor luz (fotoperiodo 16 horas diarias y oscuridad
continua); teniendo un total de 320 UE. Este disefio experimental se repitié en

tres diferentes meses del ano.

La variable respuesta evaluada fue la presencia o ausencia de bulbillos
regenerados en cada explante. Los resultados fueron procesados por el
programa estadistico R. Para todos los casos se realiz6 un analisis de varianza

con la estructura que se presenta en el cuadro 2.

16



IV RESULTADOS

4.1. Caracteristicas y desinfeccion del material bioldgico
Las caracteristicas del material biolégico utilizado en cada uno de los tres
experimentos, su fecha de colecta (obtenido de estado silvestre) y de

instalacion son dadas en el cuadro 3.

Los bulbos presentaban una tlunica membranosa de color pardo, la que
extraida deja ver una escama carnosa externa de color blanco la cual envuelve
a las otras que se encuentran en su interior. De estas escamas blanquecinas

conceéntricas se obtuvo los explantes, escamado doble (figura 6).

El proceso de desinfeccion, tanto el tiempo de inmersién en hipoclorito de sodio
como la concentracién, tuvo que ser ajustado para reducir el porcentaje de
contaminacion. En el primer experimento la contaminacion fue muy alta

(73.5%).

Por ello paralelo al segundo experimento se realiz6 un ensayo para optimizar la
desinfeccion, ver cuadro 4. Se encontré que utilizando hipoclorito de sodio al
4% y en un tiempo de 30 minutos se reducia considerablemente el porcentaje
de contaminacion. Estos resultados fueron utilizados en el tercer experimento,

ver cuadro 5.
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4.2. Caracteristicas de la formacion de bulbillos sobre los explantes

Los explantes (escamado doble) obtenidos de las escamas de los bulbos de 1.
amancaes fueron de color blanquecino (sin clorofila). El color de los explantes
se mantuvo en los medios cultivados en oscuridad total. Si por el contrario los
explantes eran colocados bajo la luz se ponian de color verde en dias
posteriores. Asimismo se observd, que si los explantes no regeneraban se
ponian de un color rojizo (proceso de oxidacion) y posteriormente se
degeneraban. Dicha oxidacion se observd frecuentemente en todos los

explantes colocados en medio de cultivo sin carbén activado.

Asimismo se pudo observar que los bulbillos obtenidos in vitro surgen de
brotes, vistos a manera de pequefas protuberancias (figura 8), que se forman
en la mayoria de los casos entre los dos catafilos del explante. Estos brotes se
observan mejor a la segunda semana de cultivo. Si los brotes son formados en
la oscuridad mantendran el color blanco (figura 8) al igual que el explante, si
por el contrario los explantes son expuestos a luz, los brotes que se forman son

de color verde al igual que el explante que les da origen (figura 9).

Posteriormente conforme pasan las semanas estos brotes van alcanzando

mayor tamarno definiendo su forma, los cuales pueden alcanzar el peso de 0.5

gramos entre la quinta y la séptima semana (figura10).
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4.3. Efecto de la luz y de los tratamientos hormonales sobre la

regeneracion de bulbillos (formacion de bulbillos sobre los explantes)

4.3.1. Primer Experimento
La introduccion a condiciones in vitro fue en Marzo, antes del periodo de
crecimiento de . amancaes en las lomas, por la cual los bulbos utilizados

carecian de hojas y flores.

Después de una semana de su introduccién se observé un alto porcentaje de
contaminacion (73.5%) por microorganismos. Para este experimento el material
biolégico fue desinfectado con 2,6% de Hipoclorito de Sodio (NaOCI) por 15
minutos (cuadro 5). La induccion fue solamente del 8,4% del total de las

unidades experimentales (320) colocados tanto en luz como en oscuridad.

Este alto indice de contaminacion impidi6 que se realizara el analisis
estadistico correspondiente debido a los insuficientes datos de respuesta. Sélo

pudo ser analizado los resultados del segundo y tercer experimento.

4.3.2. Segundo Experimento
El segundo experimento se realizé en Abril. Los bulbos utilizados carecian
también tanto de hojas y flores por que se encontraban antes del periodo de

crecimiento de . amancaes en las lomas.

Se observé aproximadamente un 22.5% de contaminacion. Esto se logro

aumentando el tiempo de exposicién del material biolégico en NaOCI (30

19



minutos), ver cuadro 5.

Los tratamientos hormonales influyeron en el numero de explantes
regenerantes. Es asi como los tratamientos colocados en el ambiente con luz
(un fotoperiodo de 16 horas) se obtuvieron un mayor numero de explantes
inducidos, particularmente en los tratamientos 15 BAP/0.0 ANA, 5.0 BAP/0.5
ANA y 0.0 BAP/0.5 ANA, aunque esta diferencia no fue estadisticamente

significativa (figura 11).

En los tratamientos hormonales colocados en el ambiente con oscuridad
continua se obtuvo mayor numero de explantes inducidos particularmente en
los tratamientos 0.0 BAP/0.5 ANA, y 15 BAP/0.0 ANA. Aunque las diferencias

tampoco fueron estadisticamente significativas (figura 12).

Al comparar la regeneracion obtenida tanto en el ambiente con un fotoperiodo
de 16 horas diarias y en oscuridad continua, se observé una regeneracion
superior en el ambiente con luz (24% en luz en comparacion con 19.5% en
oscuridad), sin embargo esta diferencia no fue estadisticamente significativa

(cuadros 6,7,y 8).

Al analizar independientemente el efecto de la concentracién de las hormonas
ANA y BAP, no se encontr6 diferencias significativas, sin embargo se obtuvo
una tendencia en ANA. Donde la hormona ANA a la concentracion de 0.5

mg/L, indujo un mayor nimero de explantes regenerantes (cuadro 9).
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4.3.3 Tercer Experimento
El tercer experimento se realizd en Setiembre, Los bulbos empleados en este
experimento presentaba hojas en senescencia ya que fueron introducidos

posterior a la época de crecimiento en lomas.

Para la desinfeccidon de los bulbos se aumenté de la concentracién de NaOCI a

un 4% (30 minutos), obteniéndose sélo un 6.6 % de contaminacion (cuadro 5).

En cuanto a los tratamientos hormonales se observo que estos influyeron en la
induccién de los bulbillos. Es asi como los tratamientos colocados en un
ambiente con fotoperiodo de 16 horas diarias indujeron una mayor
regeneracion de explantes particularmente los tratamientos 5.0 BAP/0.0 ANA y

10 BAP/1.5 ANA (figura 13). Aunque no se encontro diferencias significativas.

Con respecto a los tratamientos colocados en el ambiente con oscuridad
continua, las combinaciones hormonales de 0.0 BAP/1.5 ANA y 15 BAP/0.0
ANA dieron el mayor numero de explantes inducidos (figura 14). Tampoco se

encontro diferencias significativas.

Al comparar la regeneracion de bulbillos en los tratamientos colocados en los
ambientes con luz y oscuridad continua se observo una regeneracion superior
en luz (fotoperiodo de 16 horas diarias), sin embargo esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (cuadro 6, 10y 11).
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V. DISCUSION

5.1 Desinfecciéon

Anteriormente no se han reportado trabajos en cultivo de tejidos con Ismene
amancaes y menos se tienen programas de mejoramiento. Mientras que en
especies bulbosas del género Crinum, Hyacinthus, Narcissus, etc., los cuales
se han domesticado varias décadas atras, si los tienen. Esto motivd que se
disenara un protocolo para I. amancaes tomandolos como modelos, aunque no
necesariamente pueden funcionar igual. Por ejemplo en Amaryllis belladona
cuyo método de desinfeccion aplicado tuvo que ser mejorado para reducir los
altos indices de contaminacion. Asi mismo ocurrié con . amancaes, donde
ademas no se utilizé6 material biolégico de invernadero, laboratorio o de cuartos
de crecimiento como se recomienda (George, 1996), sino que se utilizo

material silvestre.

En el primer experimento sé6lo se logré6 un 26.5% de desinfeccion. Este
resultado se explica por el uso de bulbos en estado silvestre que portan un alto
grado de contaminantes (bacterias y hongos) por ello fue necesario desarrollar
un método de desinfeccion, como lo recomienda Barlass & Hutchinson (1996).
El bulbo, 6rgano de reserva y permanente que se mantiene enterrado, se
encuentra en contacto directo con el suelo por lo que mantiene una alta carga
de microorganismos a diferencia de otros 6rganos de la planta como son las
hojas, flores o tallos florales los cuales se encuentran suspendidas sobre la

superficie del suelo y son temporales.
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En el segundo experimento, con el aumento del tiempo de la exposicion del
material biolégico al desinfectante se aumenté el porcentaje de éxito de la
desinfeccidn, teniendo un 80% aproximadamente; semejante al porcentaje que
mencionan Pierik & Post (1975), para la desinfeccion de Hyacinthus orientalis
L.

Buscando reducir mas el porcentaje de contaminacién y aumentar los
explantes regenerantes de brotes, para el tercer experimento se aumenté la
concentracién de lejia (4%), lo cual nos dio como resultado un 93.4% de

desinfeccién. El método desarrollado es 6ptimo aunque podria ser mejorado.

Ensayos realizados en bulbos silvestres a diferentes porcentajes y tiempos de
exposicién al desinfectante, nos mostré una relacion estrecha inversamente
proporcional con respecto al grado de contaminacion. Corroborando que la
contaminacion es un factor intrinseco del material biolégico silvestre y no a un

factor humano.

5.2 Formacion de bulbillos

El principal método de propagacion en las monocotiledéneas bulbosas desde
hace mas de dos décadas atras ha sido la induccion de brotes adventicios. Las
bases de, las escamas simples o las de doble escamado pueden formar un
brote o brotes sobre medios libre de hormonas: Sin embargo la adicién de
hormonas como la auxina y citocininas aumenta su produccion (Hussey, 1982).
Para el caso de los brotes adventicios inducidos sobre el doble escamado, los
estudios histoldégicos han mostrado en Allium, Narcissus y Nerine (Hussey et

al., 1980; Fujieda et al., 1979; Hussey, 1982; Grootaarts, 1981.) que aparecen
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por divisiones en la epidermis y en una capa interna de células en la superficie
abaxial cerca de la unién con la placa basal. Hussey (1982) sugiere que este
modo de formacidon de meristemas basales seria aplicable a todas las
bulbosas. Nosotros confirmamos lo mencionado por Hussey (1982) para la

propagacion in vitro de Ismene amancaes.

La produccién in vitro de bulbillos a partir de escamas de bulbos dependen de
2 procesos: la regeneracion y el crecimiento. Las observaciones realizadas en
la regeneracion y crecimiento de los bulbillos de amancay sobre los explantes
de escamado doble son semejantes a las respuestas obtenidas por otras
especies bulbosas como por ejemplo, Lilium longiflorum Thumb. Luego de 9 a
10 dias de cultivado los explantes de escamas individuales, aparece unos
brotes sobre la superficie abaxial de la escama a manera de pequefas
protuberancias blancas, los cuales fueron las primeros signos de desarrollo y
que a los 20 dias de cultivo fueron ya claramente visibles (Leshem et al., 1982).
Hosoki & Asahira (1980) indican ademas que el desarrollo de un bulbo en
cultivo después de la formacién de un brote, mejora la supervivencia en la

transferencia hacia el suelo.

5.3 Efecto de la luz y de los tratamientos hormonales sobre la
regeneracion de bulbillos

Factor luz

Uno de los factores externos considerado por varios autores en la regeneracion
de bulbillos es la luz. Asi, en trabajos realizados con Lilium longiflorum, Stimart

& Ascher (1978), mencionan que la luz inhibe la formacién de bulbillos, siendo
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mas favorable la oscuridad (Niimi & Onozawa, 1979). En Narcissus tazetta, se
encontr6 que la luz tiene un efecto represivo sobre la regeneracion vy
crecimiento de bulbillos (Steinitz & Yahel, 1982). En los tres experimentos
realizados con el amancay no se encontrd diferencias significativas de los
niveles de luz aplicados (oscuridad total y 16 horas de luz) en los explantes
regenerantes. Sin embargo los tratamientos hormonales que nos dieron un
namero mayor de explantes regenerantes son los que estuvieron con luz que

los tratamientos que fueron colocados en oscuridad (Cuadro 6).

Tratamientos hormonales

Las diferentes combinaciones hormonales tuvieron una influencia en la
regeneracion de bulbillos, aunque no hubo diferencias significativas entre ellos.
Asi mismo se observd una variacidbn en la respuesta de los explantes
colocados en las mismas combinaciones hormonales segun la fecha de
instalacién del experimento (abril y setiembre). En el experimento instalado en
setiembre se obtuvo menos explantes regenerantes a pesar que se aumentd el

nuamero de explantes libre de contaminacién.

Esta variacién en la respuesta en los experimentos puede ser debido a que la
planta presentaba en cada fecha una tasa metabdlica diferente asociada a su
estado fisiolégico. En un trabajo realizado para observar el desarrollo
reproductivo de Ismene amancaes (observacion personal, 2004), se observo
que la formacion de yemas florales en el interior del bulbo se da desde enero
hasta mayo, aumentando su tasa metabdlica y que después de emerger la

hojas y flores, mas o menos en setiembre, su actividad metabdlica va
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disminuyendo al no desarrollarse cambios en el interior del bulbo. Esto mismo
se da en otros cultivos como por ejemplo en Amarillis belladonna L., el cual
aumenta su tasa metabdlica al comienzo del crecimiento de la planta (otofio) y
disminuye al término de su ciclo biolégico (primavera), diminuyendo la
formacion de bulbillos (De Bruyn et al.,, 1992). Esto muestra que es muy
necesario tener cuenta el ciclo bioldgico de Ismene amancaes para determinar
la época adecuada de colecta de los bulbos al menos si se va ha proceder a su

propagacion inmediata.
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VI. CONCLUSIONES

La especie Ismene amancaes (R.&P.) Herbert puede ser micropropagado

exitosamente por la técnica de escamado doble (twin scales).

En cuatro o cinco semanas se obtienen bulbillos mediante la induccién de

brotes adventicios.

Los resultados obtenidos de la micropropagacion son mejores a partir de

bulbos colectados en periodos previos o en pleno crecimiento de la planta.

No se encontré diferencias significativas en cuanto al factor luz, aunque se
obtuvo mayor nimero de explantes inducidos en los tratamientos colocados en

ambiente con fotoperiodo de 16 horas en todos los experimentos.

Los mejores tratamientos obtenidos en el ambiente con fotoperiodo de 16 horas
son 15 BAP/0.0 ANA, 5.0 BAP/0.5 ANA y 0.0 BAP/0.5 ANA para el segundo
experimento y 5.0 BAP/0.0 ANA y 10 BAP/1.5 ANA para el tercer experimento.
Estas respuestas obtenidas en cada experimento se debe al diferente estado

fisioldégico de la planta.

Para el establecimiento de los bulbillos en el campo no es necesario que estos

tengan raices, ya que los produciran al instalarlos en el invernadero.
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Vil. RECOMENDACIONES

Se recomienda tener el cuidado adecuado para eliminar microorganismos

contaminantes sin danar el tejido que se quiere propagar.

Evaluar el uso de explantes alternativos al doble escamado que sean menos

destructivos.

Se recomienda usar bulbos grandes para la propagacion.

Se sugiere evaluar dentro de los rangos recomendados para obtener la

combinacion hormonal 6ptima.

Es necesario en el pais crear un programa de mejoramiento en esta especie

que se encuentra en una situacion de vulnerabilidad (Decreto Supremo N° 043-

2006-AG).
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IX. ANEXOS

Cuadro 1.- Tratamiento aplicados en la induccién de bulbillos de Ismene amancaes.

Numero de Niveles de Hormona
tratamientos |NAA BAP
hormonales | (mg/L) (mg/L)

Factor luz

1 0 0
2 0 5
3 0 10
4 0 15
5 0.5 0
6 0.5 5
16 HORAS LUZ 7 0.5 10
8 0.5 15
9 1 0
10 1 5
11 1 10
12 1 15
13 1.5 0
14 1.5 5
15 1.5 10
16 1.5 15
1 0 0
2 0 5
3 0 10
4 0 15
5 0.5 0
6 0.5 5
7 0.5 10
OSCURIDAD 8 0.5 15
9 1 0
10 1 5
11 1 10
12 1 15
13 1.5 0
14 1.5 5
15 1.5 10
16 1.5 15
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Cuadro 2.- Estructura del analisis estadistico

Grados
Fuentes de de
variacion libertad
Factor iluminacién 1
Hormona ANA 3
Hormona BAP 3
Hormona ANA *
Hormona BAP 9
Total 15

Cuadro 3. Caracteristicas del material bioldgico, fechas de colecta de los bulbos y de
instalacion de los experimentos

Peso promedio (0]
Experimentos Fecha de Fecha de de bulbos promedio
establecidos colect? In§talac10n (g) de bulbos
(mes y afio) (dia y mes) (cm)
enero- 19 de Marzo -
Primero 2004 2004 75,28 +/- 10,47 5,02 +/- 0,32
marzo- 12 de Abril -
Segundo 2004 2004 39,68 +/- 5,94 3,56 +/- 0,22
julio- [ 2 de Septiembre
Tercero 2004 -2004 51,75 +/- 5,91

O = diametro

Cuadro 4. Ensayo de desinfeccion obtenido luego de aplicar hipoclorito de sodio en la
concentracién y tiempo indicados, evaluacién a lo 3, 7 y 14 dias. Obsérvese los datos
expresados en porcentaje de contaminacién

Tratamiento de desinfeccion con NaOCI
Periodo de concentracion (%)
cultivo tiempo en minutos (')
di
(dias) 2,60% 4%
15' 30' 15' 30’
3 81,25 12,5 0 0
7 100 25 12,5 6,25
14 100 31,25 31,25 6,25




Cuadro 5. Caracteristicas de la desinfeccion del material bioldégico en los experimentos
desarrollados.

Experimentos | Desinfeccion con NaOCI | Porcentaje de contaminacion
planteados conc(%) tiempo(’) de los explantes
Primero 2.6% 15' (73.5%)
235
Segundo 26% 30 (22.5%)
72
Tercero 4% 30 (6;1%)

Cuadro 6. Efecto del factor luz en la induccién de bulbillos en los experimentos realizados en
Ismene amancaes.

Porcentaje de induccion
de bulbillos (%)

Luz (16h) | Oscuridad
Primer experimento 34.9 23.8
Segundo experimento 24 19.5
Tercer experimento 18.7 13.3

Cuadro 7.- Andlisis de varianza del segundo experimento. Respuesta: raiz cuadrada

r
Fuentes de G (ajlceios Suma de Cuadrado F Pr(>F)
variacion . r medi lcul
ariacio libertad cuadrados edio calculada

Factor luz 1 0,29946 0,29946 2,1803 0,16047
Horm ANA 3 1,13564 0,37855 2,7562 0,07885
Horm BAP 3 0,10036 0,03345 0,2436 0,86458
Horm ANA*

Horm BAP 9 2,63562 0,29285 2,1322 0,09368

Residuals 15 2,06015 0,13534

CVv. 25,85052

Cuadro 8.- Efecto del factor luz sobre la induccién de bulbillos en el segundo experimento,
andlisis de varianza (ANOVA). Obsérvese el mayor valor obtenido por el factor luz.

N de explantes
Factor luz regenerados

Luz 2,0
Oscuridad 1,5
ANOVA ns
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Numero de
bulbillos
ANA (mg/L) inducidos por
explante
1 1
1,5 1,5
0 2,13
0,5 2,38
ANOVA 0,138

Cuadro 10.- Andlisis de varianza del tercer experimento. Respuesta: raiz cuadrada

Fuentesde Gradosde Sumade  Cuadrado F

variacion libertad cuadrados medio calculada Pr(>F)
Factor luz 1 0,45172 0,45172 2,7961 0,1152
Horm ANA 3 0,33657 0,11219 0,6945 0,5696
Horm BAP 3 0,06513 0,02171 0,1344 0,9380
Horm ANA*
Horm BAP 9 1,26037 0,14004 0,8668 0,5725
Residuals 15 2,42329 0,16155
Cv. 29,73661

N de explantes
Factor luz regenerados
Luz 1.8
Oscuridad 12
ANOVA ns

Cuadro 11.- Efecto del factor luz sobre la induccion de bulbillos en el tercer experimento,
analisis de varianza (ANOVA)

Cuadro 9.- Efecto de la hormona ANA en la formacién de bulbillos en el segundo experimento.
Obsérvese la tendencia del incremento en relacion a la concentracion de ANA.
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Figura 1.- Ubicacion del “Santuario de Amancay”. Obtenido del triptico del Santuario de
Amancay (PRODENA AREQUIPA).
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Figura 2.- Zona de colecta de los bulbos en las lomas del Santuario de Amancay

Figura 3.- Bulbo colectado en las lomas del distrito de Pachacamac. Observe las
caracteristicas del bulbo del Amancay.
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Figura 4.- Bulbos de amancay en la cual se retir6 parte de la tlnica (escamas secas de color
marrén) y las raices. Obsérvese las escamas frescas que son de color blanco.

Figura 5.- Bulbo en la cual se ha descartado los dos tercios superior del bulbo. Obsérvese el
tercio inferior del bulbo el cual presenta la placa basal (pb) del cual salen las escamas
concéntricas (es) que van a servir como explantes.
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Figura 6.- Obtencion de los explantes. Los explantes consisten en dos porciones de escamas
unidas por un segmento de la placa basal.

Figura 7.- Explantes colocados en los tubos con medios de cultivos.
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Figura 8.- Formacién de brotes adventicios del tratamiento en oscuridad el explante de Ismene
amancaes a la segunda semana. Obsérvese la formacion de brotes (br) de color blanquecino
debido a la falta de luz entre las dos escamas (es) blanquecinas tambien.

Figura 9.- Formacién de brotes adventicios del tratamiento en luz con fotoperiodo de 16 horas
luz de Ismene amancaes a la segunda semana. Obsérvese que los dos brotes (br) formados
entre las dos escamas (es).
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Figura 10.- Bulbillos desarrollados (flechas) a la quinta semana de cultivo. Noétese las
caracteristicas de los bulbillos.

Figura 11.- NUumero de explantes regenerantes por tratamiento hormonal bajo condiciones de
luz (fotoperiodo de 16 horas diarias) para el segundo experimento. Se utilizaron 10 repeticiones
por cada tratamiento. Obsérvese los tratamientos con mayor nimero de explantes inducidos
(flechas).
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Figura 12.- Numero de explantes regenerantes por tratamiento hormonal en oscuridad
contindia para el segundo experimento. Se utilizaron 10 repeticiones por cada tratamiento.
Obsérvese los tratamientos con mayor nimero de explantes inducidos (flechas).
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Figura 13.- NUmero de explantes regenerantes por tratamiento hormonal bajo condiciones de
luz (fotoperiodo de 16 horas) para el tercer experimento. Se utilizaron 10 repeticiones por cada
tratamiento. Obsérvese los tratamientos con mayor nimero de explantes inducidos (flechas).
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Figura 14.- Numero de explantes regenerantes por tratamiento hormonal en oscuridad
continlla para el tercer experimento. Se utilizaron 10 repeticiones por cada tratamiento.
Obsérvese los tratamientos con mayor nimero de explantes inducidos (flechas).
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